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大 豆 膨胀 素 基 因 GmEXPBO 和 GmEXPB7T 生物 信息 学 及 表达 分 析 
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Jj XE. 膨胀 素 (expansin，EXP) 通过 调控 细胞 壁 的 松弛 在 植物 应 对 环境 胁迫 过 程 中 起 着 
重要 作用 。 为 研究 EXP 基因 在 大 豆 应 对 非 生 物 胁迫 过 程 中 的 作用 ， 对 大 豆 中 的 两 个 EXP 基 
C(GmEXPBS 和 GmEXPB7) 及 其 蛋白 序列 进行 生物 信息 学 分 析 ， 通 过 实时 效 光 定量 PCR 
(qRT-PCR) 检测 基因 表达 量 。 结 果 表 明 : (1) GmEXPBS 和 GmEXPB' 分 别 位 于 大 豆 第 10 
和 12 号 染色 体 上 ， 编 码 的 蛋白 序列 长 度 分 别 为 272 和 267 个 氨基 酸 。GmEXPB5 和 蛋白 分 子 
量 为 29.07 kD, 理论 等 电 点 为 7.51; GmEXPB7 蛋白 分 子 量 为 29.09 kD, 理论 等 电 点 为 8.66。 
GmEXPB5 和 GmEXPB7 均 为 稳定 的 亲 水 蛋白 且 定 位 于 细胞 壁 中 。GmEXPB5 和 GmEXPB7 
和 蛋白 均 含 有 一 段 信号 肽 序列 和 一 个 保守 的 DPBB 1 结构 域 。(2) GmEXPB5 和 蛋白 与 庆 嘴 豆 
CaEXPBI5 蛋白 亲缘 关系 最 近 ，GmEXPB7 蛋白 与 密 花 豆 、 亦 豆 和 页 豆 的 EXPB3 蛋白 有 着 
较 近 的 亲缘 关系 。(3) GmEXPBS 和 GmEXPB7 在 大 豆 根 、 茎 和 叶 中 均 表 达 且 它们 在 根 和 叶 中 
的 表达 量 均 显著 高 于 茎 中 的 表达 量 。(4) GmEXPBS 和 GmEXPB7 在 大 豆 幼苗 中 可 以 响应 盐 、 
干旱 和 低温 胁迫 。(5) GmEXPBS 启动 子 区 域 含有 两 种 与 逆境 相关 的 顺 式 作用 元 件 (ABRE 和 
ARE) ; GmEXPB7 启动 子 区 域 含 有 五 种 与 逆境 相关 的 顺 式 作 用 元 件 (ABRE, ARE, 
CGTCA-motif、TC-rich repeats 和 MBS) 。 上 述 结果 表明 ，GmEXPBS 和 GmEXPBT 能 够 参 
与 大 豆 对 非 生物 胁迫 的 应 答 。 
关键 词 ， 大 豆 ， 膨 胀 素 ， 生 物 信息 学 分 析 ， 非 生物 胁迫 ， 表 达 分 析 
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Abstract: Expansin (EXP) plays an important role in plant response to environmental stress by 
regulating cell wall relaxation. To explore the role of EXP genes in soybean response to abiotic 
stress, two soybean EXP genes (GmEXPB5 and GmEXPB7) and their protein sequences were 
analyzed by bioinformatics, and their expression levels were detected by real-time fluorescent 
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quantitative PCR (qRT-PCR). The results were as follows: (1) The GmEXPB5 and GmEXPB7 
were located on chromosomes 10 and 12 of soybean, and encoded proteins containing 272 and 
267 amino acids, respectively. The molecular weight of GmEXPBS protein was 29.07 kD and the 
theoretical isoelectric point was 7.51. The molecular weight of GmEXPB7 protein was 29.09 kD 
and the theoretical isoelectric point was 8.66. Both GmEXPB5 and GmEXPB7 were stable 
hydrophilic proteins localized in the cell wall. Both GmEXPBS5 and GmEXPB7 proteins contained 
a signal peptide sequence and a conserved DPBB 1 domain. (2) GmEXPBS was closely related to 
CaEXPBI5 of chickpea, and GmEXPB7 was closely related to EXPB3 of chickpea, red bean and 
cowpea. (3) GmEXPBS and GmEXPB7 were expressed in soybean roots, stems and leaves, and 
their expression levels in roots and leaves were significantly higher than those in stems. (4) 
GmEXPB5 and GmEXPB7 could respond to salt, drought and cold stresses in soybean seedlings. 
(5) The promoter region of GmEXPBS contained two types of stress-related cis-elements (ABRE 
and ARE). The promoter region of GmEXPB7 contained five types of stress-related cis-elements 
(ABRE. ARE. CGTCA-motif, TC-rich repeats and MBS). These results indicated that GmEXPBS 
and GmEXPB7 could participate in the response of soybean to abiotic stress. 
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膨胀 素 Cexpansin, EXP) 是 一 种 参与 改变 植物 细胞 壁 发 育 过 程 的 非 水 解 活性 松弛 蛋白， 
又 称 扩 展 蛋 白 。EXP 于 1992 年 在 酸 诱导 黄瓜 下 胚 轴 细 胞 壁 伸 长 的 研究 中 首次 被 发 现 
(McQueen-Mason et al., 1992) 。 后 续 从 植物 细胞 壁 中 纯化 并 鉴定 出 多 种 EXP， 如 拟 南 芥 、 
番茄 、 烟 草 和 水 稻 等 ( 张 安 等 , 2013)。EXP 广泛 存在 与 植物 中 , 主要 包括 EXPA (a-expansin)、 
EXPB (f-expansin ) , EXLA (Expansin-like A) 和 EXLB CExpansin-like B)4 ^ NE X (Sampedro 
et al., 2005) . HH, EXPA 和 EXPB 两 个 亚 族 蛋 白 数量 在 植物 中 占 多 数 ，EXPA 主要 存在 
于 双子 叶 植 物 和 非 禾 本 科 单 子叶 植物 中 ， 而 EXPB 则 多 存在 于 禾 本 科 单 子叶 植物 中 ，EXLA 
和 EXLB 数量 和 相关 研究 较 少 ， 最 初 是 在 水 稻 和 拟 南 芥 中 发 现 〈 人 徐徐 等 ，2010)。 

研究 表明 ，EXP 基因 在 调节 细胞 大 小 (Yin et al., 2023) 、 种 子 萌发 (Yan etal., 2014) ~ 
根 伸 长 (Noh et al., 2013) 、 叶 生长 (Zhou et al., 2015) 、 茎 节 间 伸 长 (Kuluev et al., 2014)、 
气孔 开 合 (Wei etal., 2011) 、 花 发 育 (Kuluev et al., 2012) 、 果 实 软化 成 熟 (Brummell et al., 
1999; Jiang et al., 2019) 、 营 养 吸 收 (Zhou et al., 2014) 和 种 子 产 量 (Calderini et al., 2021) 
等 植物 生长 发 育 过 程 中 发 挥 重要 功能 。 此 外 ，EXP 基因 参与 调控 植物 非 生 物 胁迫 的 研究 也 
在 逐渐 开展 。 研 究 发 现 ， 干 旱 和 缺 磷 条 件 能 够 诱导 水 稻 OsEXPB2 基因 的 表达 〈 文 文 乙 豪 ， 
2013) 。 遭 遇 盐 胁迫 时 ， 玉 米 抗 盐 品 种 中 ZmExpB2. ZmExpB6 和 ZmExpB8 的 表达 量 上 调 
(Geilfus et al., 2010) 。 谷 子 SiEXPBS 在 干旱 胁迫 下 表达 量 增加 ， 其 异 源 表达 能 够 增强 转 基 
因 拟 南 芥 的 抗旱 性 〈 王 金 荣 ，2020) 。 时 生 大 豆 GsSEXPB1 对 促进 大 豆 根 系 生 长 及 耐 盐 性 的 
提高 起 到 积极 作用 (Feng et al., 2022) 。 野 生 大 麦 HyEXPB7 通过 促进 根 毛 伸 长 来 增强 抗旱 
性 (He et al., 2015) 。 过 表达 小 麦 TaEXPB23 使 转基因 烟草 抗旱 性 得 到 提高 (Li et al., 2011), 
而 TaEXPB7-B 则 参与 转基因 拟 南 芥 对 低温 胁迫 的 耐 受 性 (Feng et al., 2019) 。 与 之 相反 ， 拟 
南 芥 4tEXP3 和 AtEXP-f1 的 过 表达 则 提高 了 转基因 植株 对 盐 胁 迫 的 敏感 性 (Kwon et al., 
2008) 。 

大 豆 是 植物 油 和 蛋白质 的 主要 来 源 之 一 , 其 特殊 的 固氮 能 力 使 其 成 为 轮作 系统 和 间作 栽 
培 模式 中 的 高 利润 作物 CLiu etal., 2020) 。 大 豆 在 生长 过 程 中 易 受 高 盐 、 干 旱 和 低温 等 非 
生物 胁迫 的 危害 , 它们 不 仅 影 响 大 豆 的 生长 发 育 , 还 影响 其 产量 和 品质 〈 盖 钩 镑 , 2003; Wang 
et al., 2003) 。 因 此 ， 大 豆 抗 逆 基因 的 挖掘 对 于 大 豆 抗 性 品种 的 选 育 具有 十 分 重要 的 意义 。 
到 目前 为 止 ， EXPB 基因 与 植物 抗 道 性 的 相关 研究 大 多 集中 于 禾 本 科 作 物 。 大 豆 中 目前 仅 发 


现 GmEXPB2 在 非 生物 胁迫 环境 下 与 根系 统 的 形态 建成 密切 相关 《〈Guo et al., 2011) 。 鉴 于 
EXPB 基因 的 研究 可 能 对 大 豆 抗 逆 性 的 改良 及 产量 的 提高 发 挥 积极 作用 ， 而 转录 因子 家 族 基 
因 的 功能 又 存在 元 余 性 , 因此 有 必要 对 大 豆 EXPB 家 族 中 的 关键 抗 逆 基因 进行 进一步 的 往 选 
和 鉴定 。 本 试验 从 大 豆 EXPB 基因 家 族 中 选取 GmEXPBS 和 GmEXPB7 进行 生物 信息 学 分 析 ， 
并 对 其 在 大 豆 根 、 茎 、 叶 及 非 生 物 胁迫 处 理 下 的 表达 量 进 行 检测 ， 为 大 豆 EXPB 基因 抗 逆 机 
制 的 研究 及 应 用 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 
所 用 试验 材料 为 黑龙 江 省 西部 地 区 广泛 种 植 的 耐 旱 大 豆 品 种 “ 克 山 1 号 ”， 由 黑龙 江 省 
农业 科学 院 克 山 分 院 提供 。 
1.2 试验 方法 
1.2.1 生物 信息 学 分 析 
从 NCBI 数 据 库 Chttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/) "P FAX Sz GmEXPBSTIGmEXPB'TH A 
因 编 码 序 列 及 和 蛋白 质 氨基酸 序列 。 使 用 在 线 网 站 ProtParam(https:/web.expasy.org/protparamy ) 
进行 蛋白 质 的 基本 理化 性 质 分 析 。 利 用 在 线 网 站 PSORT 
C https://www.genscript.com/tools/psort) 预测 蛋白质 的 亚 细 胞 定位 。 利 用 在 线 网 站 SMART 
(https://smart.embl-heidelberg.de/) 分 析 预 测 蛋 白质 序列 的 保守 结构 域 及 所 在 位 置 。 使 用 
DNAMAN 8 软件 进行 蛋白 质 序列 比 对 。 利 用 在 线 网 址 MEME 
Chttps://meme-suite.org/meme/tools/meme ) 预测 蛋白 质保 守 基 序 (motif) 。 使 用 在 线 数据 库 
Phytozome ( https://phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search ) 搜索 并 下 载 GmEXPB5 和 GmEXPB7 
的 启 s T F 列 ， 并 利 ] Æ 线 软 件 PlantCARE 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/〉 预 测 GmEXPB5 和 GmEXPB7 启 动 
子 中 的 顺 式 作用 元 件 。 利 用 MEGA 7 软件 构建 EXPB 和 蛋白 系统 进化 树 。 
1.2.2 大 豆 幼 苗 非 生物 胁迫 处 理 
选择 大 小 一 致 、 饱 满 的 大 豆 种 子 ， 于 2022 年 10 月 均匀 播撒 在 盛 满 无 菌 土 的 介质 中 ,， 顽 
膜 管理 。 待 种子 萌发 ， 根 长 至 6~8 cm 时 移入 Hoagland 营养 液 中 培养 期间 2~3 天 更 换 一 次 
营养 液 。 待 幼苗 长 至 第 一 片 三 出 复 叶 完全 展开 时 对 其 分 别 进行 盐 、 干旱 和 低温 胁迫 处 理 。 盐 
胁迫 处 理 时 将 幼苗 放 入 NaCl 终 浓度 为 250 mmoL:L- 的 营养 液 中 ; 将 幼苗 放置 在 终 浓度 为 
20% PEG8000 的 营养 液 中 模拟 干旱 胁迫 处 理 ; 低温 处 理 时 将 幼苗 放置 于 4 "C 恒 温 培 养 箱 中 。 
将 未 经 处 理 的 0h 以 及 胁迫 处 理 后 的 1、2、5、10、24h 设置 为 取样 时 间 点 ， 在 每 个 时 间 点 
分 别 取 称 0.1 g 28 1 片 三 出 复 叶 并 于 液 氮 中 速冻 。 此 外 , 分 别称 取 0.1 g ACAD BBA AA 
氮 中 速冻 。 所 取样 品 材料 均 保 存在 -80 °C 超低温 冰箱 中 。 
1.2.3 RNA 的 提取 及 cDNA 合成 
利用 TaKaRa 公司 的 RNAiso Plus 试剂 分 别提 取 上 述 各 样本 的 总 RNA。 使 用 Innovagene 
公司 的 反 转 录 试 剂 盒 合 成 CDNA 第 一 链 ，-20 °C VIE. 
1.2.4 实时 欧 光 定量 PCR. (qRT-PCR) 
利用 Primer Premier 5.0 软件 ,根据 GmEXPBS 和 GmEXPB' 的 cDNA 序列 设计 qRT-PCR 
引物 。qRT-PCR 内 参 基因 选取 大 豆 Gmp-Tubulin 基因 (Qiu etal., 2020) 。3 对 qRT-PCR 5| 
物 序列 如 表 1 所 示 ， 引 物 由 长 春生 工 生 物 公司 合成 。 以 各 样品 的 cDNA 为 模版 ， 使 用 
Innovagene 公司 的 2xTaq SYBR Green qPCR Mix 试剂 盒 ,在 BIO-RAD CFX96 Real-Time PCR 
[X E, X} GmEXPBS fll GmEXPB7 在 根 、 葵 、 叶 及 非 生 物 胁迫 下 的 表达 量 进 行 qRT-PCR fs 
WM. qRT-PCR 的 程序 设置 和 体系 参照 Qiu 等 〈2020) ， 所 有 处 理 均 采 用 3 次 重复 ， 以 2:0 
法 计算 GmEXPBS 和 GmEXPBT 的 基因 相对 表达 量 。 
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1 qRT-PCR 引物 序列 


Table 1 Primer sequences of qRT-PCR 


kp ESI C53) 下 游 引 物 (5"-3') 
Genes Forward primers (5'-3') Reverse primers (5'-3') 
Gmf-Tubulin GGAAGGCTTTCTTGCATTGGTA AGTGGCATCCTGGTACTGC 
GmEXPBS GCTCCCTTCCTCTTGTTTCAATCCC CAAGCACCACCTTCACTTCCATCC 
GmEXPB7 GAAGGGTGTGGTGCGTGCTAC | AGATCGAAGTGTGTTTGGTCAGAGG 


2 结果 与 分 析 


2.1 Gm EXPBS 和 GmEXPB7 基因 及 蛋白 序列 分 析 


2.1.1 GmEXPBS 和 GnEXPB' 基本 理 


从 NCBI 数据 库 


GmEXPB5 和 GmEXPB7 基因 


化 性 质 分 析 


获取 两 个 功能 未 被 鉴定 的 大 豆 EXPB 基因 ，GmEXPB5 (Genebank 登 
3*5: NM001261433) 和 GmEXPB7 (Genebank 登录 号 : NM001267069) 。 如 表 2 Ata, 


分 别 位 于 大 豆 第 10 和 12 号 染色 体 上 ， 编 码 的 蛋白 序列 长 度 分 


别 为 272 和 267 ASEM. MI) GmEXPB5 和 蛋白 分 子 量 为 29.07 kD， 理 论 等 电 点 为 7.51; 


GmEXPB7 蛋白 分 子 量 


为 29.09 kD， 


理论 等 电 点 为 8.66。GmEXPB5 和 GmEXPB7 蛋白 的 不 


稳定 系数 均 小 于 40， 亲 水 性 指数 均 为 负 值 ， 表 明 它 们 均 为 稳定 的 杀 水 蛋白 。 亚 细胞 定位 预 
测 结果 显示 ，GmEXPB5 和 GmEXPB7 蛋白 均 定位 于 细胞 壁 中 。 


*2 


KG GmEXPBS 和 GmEXPB7 基本 信息 及 特征 


Table 2 Basic information and characteristics of soybean GmEXPBS and GmEXPB7 


: 氨基 酸 数 
染色 体位 置 分 子 量 等 电 点 不 稳定 系数 亲 水 性 指数 AUE 
基 Number of 
Location Molecular Isoelectric Instability Hydrophilic Subcellular 
Genes amino acid 
weight (kD) point index index localization 
(aa) 
细胞 壁 
GmEXPBS chr10 272 29.07 7.51 29.28 -0.013 
Cell wall 
细胞 壁 
GmEXPB7 chr12 267 29.01 8.66 31.08 -0.132 
Cell wall 


2.1.2 GmEXPBS 和 GmEXPB7 4 
GmEXPB5 和 GmEXPB7 蛋白 的 氨基 酸 序列 如 图 1 所 示 ， 它 们 的 同 源 性 为 45.79%。 在 


保守 结构 域 及 保守 基 序 (Motif) 分 析 


GmEXPB5 和 GmEXPB7 和 蛋白 序列 的 N 端 均 含有 一 段 信 号 肽 序列 (GmEXPB5: 1 到 29 位 


氨基 酸 ，GmEXPB7: 1 到 31 MAE 
GmEXPB5 和 GmEXPB7 蛋 


酸 ) ， 它 们 能 够 引导 EXPB 蛋白 定位 于 细胞 壁 。 此 外 ， 


均 含有 一 个 保守 的 81 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 DPBB_1 结构 域 


(GmEXPB5: 83 到 163 TAR; GmEXPB7: 78 到 158 MARR) ， 此 结构 域 是 EXP 
家 族 和 蛋白 的 共有 结构 域 。 


GmEXPB5 ASTLHR L H LTLVA SIL PSSCFNPRKIVNASY 40 
GmEXPB7 OLHRVS A K SLTCL ALK LYAAEA..... OLOH 35 
Consensus m asl sl lvi 

GmEXPB5 NSNG Y S AV PH E F.SV.G.P..S 80 
GmEXPB7 RGPD H Y GT DE T. Y TH DK R 75 
Consensus lwp atwyg p gdgs ggacg g v v pf 

GmEXPB5 SMIS GS ES K F E TGN G GNP R V 20 
GmEXPB7 ARVG LG MK E A K LDK I RRA T I 15 
Consensus a pllf g gcg cy vkc S cs vvi 
GmEXPB5 A SDA F T A VS QDEK NAKA 60 
GmEXPB7 pLIPSDIT A R IA ENGP DR Q P 55 
Consensus tdec gc q hfdlsg afg ma g lx qx 

GmEXPB5 IQ VE N VY DL N EYFAVCA Y GN 200 
GmEXPB7 VI TP. K RK NE T FWLSLLV F AE 95 
Consensus yrr c ypg iafhv gs p e ed gd 
GmEXPB5 LDKVELK F AS YS QRS I KLSK S KA IR 240 
GmEXPB7 IGSMHIR G TE LỌ NHL N CIIG . RG VK 234 
Consensus eas w m wga w gpl pfs 

GmEXPB5 TD . K VV NN SG K GO R IV RI 272 
GmEXPB7 SS T R LS RD TIN V KA T RL YP 267 
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图 1 GmEXPBS 和 GmEXPB7 蛋白 氨基 酸 序列 比 对 
Fig.1 Comparison of amino acid sequences of GmEXPBS and GmEXPB7 proteins 


蛋白 保守 基 序 (Motif) 分 析 结 果 如 图 2 所 示 ，GmEXPB5 fll GmEXPB7 蛋白 共 含 有 10 
个 Motif。 其 中 ,Motif 3, Motif 1, Motif 5, Motif 2、Motif 7 和 Motif 4 为 GmEXPB5 和 GmEXPB7 


蛋白 共有 且 它 们 在 两 个 蛋 
GmEXPBS 蛋白 所 特有 , 它们 位 于 GmEXPB5 4& 


蛋白 所 特有 ， 它 们 同样 也 位 于 GmEXPB7 和 蛋白 序列 NN 端 。 
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a Motif 1 
> motif 2 
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E Motif 6 
> Motif 7 
$9 Motif & 
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AFHVDEGSTPF WFALLVEYEDGEGDJGSMEJKEAGSTEWLQMNRLWGANW 
GCGACYKVKCLDKSICSRRPVTVIITDECPGCPSDQTHFDLSGAAFGRMA 
PDLHWYPGTATWYGPPEGDGSTGGACGYGTMVDVPPFRARVGAGGPLLEM 
KSJVARDVIPTGWVPGQTYRSRLNF 

GZNGPLRDRGQIPIIYRRVPCKYPGRK 

KLSLTCFSFALKFVLLYAAEAQLQHR 

LIIGGPLRGPFSIKL 
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图 2 GmEXPBS5 和 GmEXPB7 蛋白 Motif 预测 
Fig.2 Motif prediction of GmEXPB5 and GmEXPB7 proteins 
2.1.3 植物 EXPB 蛋白 系统 进化 分 析 


将 16 种 植物 中 的 36 个 EXPB 和 蛋白 构建 系统 进化 树 。 由 图 3 可 知 , GmEXPB5 
嘴 豆 CaEXPB15 和 蛋白 杀 缘 关系 最 近 ，GmEXPB7 & 
白 有 着 较 高 的 亲缘 关系 。 此 外 ， 除 拟 南 芥 外 其 他 双子 叶 植 物 EXPB1 蛋白 均 处 于 同一 分 支 ， 


FE 
tH 


和 白 序列 中 的 分 布 位 置 和 顺序 基本 相同 ， Motif 10. Motif 9 为 
白 序列 N 端 ; Motif 8. Motif 6 为 GmEXPB7 


ASE 


白 则 与 密 花 豆 、 赤 豆 和 斑 豆 的 EXPB3 4 


H 


B 


说 明 同 一 基因 在 不 同 物种 中 仍 具 有 较 高 同 源 性 ， 但 相同 植物 中 的 EXPB 蛋白 则 存在 较 大 差 


异 ， 如 GmEXPB5 蛋白 和 GmEXPB7 蛋白 亲缘 关系 较 远 。 


Ah. 落花 生 ; At. JU. RB 2T; Ca. EH, Gm. KE; Hv. KË, Me. XE Os. 水 稻 ; 了 Ps. [RM Sb. 高 
梁 ; Si. 谷子 ; Ss. 密 花 豆 ; Ta. 小 麦 ; Va. was Vr. & tj; Vu. JD; Zm. EK. 


Ah. Arachis hypogaea; At. Arabidopsis thaliana; Ca. Cicer arietinum; Gm. Glycine max; Hv. Hordeum vulgare; 


Me. Manihot esculenta; Os. Oryza sativa; Ps. Pisum sativum; Sb. Sorghum bicolor; Si. Setaria italica 
var. germanica; Ss. Spatholobus suberectus; Ta. Triticum aestivum; Va. Vigna angularis; Vr. V. radiata; Vu. V. 
unguiculata; Zm. Zea mays. 
图 3 植物 EXPB 蛋白 系统 进化 分 析 
Fig.3 Phylogenetic analysis of plant EXPB proteins 
2.2 GmEXPBS 和 GmEXPB7 在 大 豆 根 、 茎 和 叶 中 的 表达 分 析 
qRT-PCR 结果 (图 4) 显示 ，GmEXPB5 和 GmEXPB7 在 大 豆 根 、 茎 和 叶 中 均 有 表达 ， 

但 它们 在 根 和 叶 中 的 表达 量 显 著 高 于 茎 中 的 表达 量 。 


1.4 
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Relative expression level 


T 2 叶 
Root Stem Leaf 


不 同 小 写字 母 表示 同一 基因 差异 显著 (P<0.05) ， 下 同 。 
Different lowercase letters indicate significant differences in the same gene(P=0.05), the same below. 


图 4 GmEXPBS5 和 GmEXPB7 在 根 、 茎 和 叶 中 的 表达 量 
Fig. 4 Expression of GmEXPBS and GmEXPB in roots, stems and leaves 


2.3 GmEXPBS 和 GmEXPB7 非 生物 胁迫 表达 分 析 


对 大 豆 幼苗 分 别 进行 盐 、 干 旱 和 低温 胁迫 处 到 
迫 处 理 后 ，GmEXPB5 的 表达 量 先 升 高 ， 在 处 理 1h 时 达到 最 大 值 ， 为 对 照 0 h 表达 量 的 6.9 
差异 ; GmEXPB7 的 表达 量 在 
24 h 时 的 表达 量 达 到 最 大 值 ， 为 
表达 量 的 14.2 倍 。 干 旱 胁 迫 处 理 后 ，GmEXPB5 和 GmEXPB7 的 表达 量 均 存在 先 降 
低 后 升 高 的 趋势 , 在 处 理 24 h 时 GmEXPBS 和 GmEXPB7 的 表达 量 均 达 到 最 大 
FR Oh 表达 量 的 3.9 和 5.6 倍 。 低 温 胁迫 处 到 


倍 ， 之 后 下 降 ， 到 处 理 24 h 时 与 对 照 h 时 的 表达 量 已 无 明显 
处 理 后 的 1. 5. 24h 时 均 显 著 高 于 对 照 0h 时 的 表达 量 
对 照 0 


显著 低 于 对 照 0h 时 的 表达 量 。 由 以 上 结果 
幼苗 对 非 生物 胁迫 的 应 答 。 
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E. qRT-PCR 检测 结果 如 图 5 Prax, RD 


EE 后 ，GmEXPB5 和 GmEXPB' 的 表达 量 均 下 降 ， 
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直 , 分 别 为 对 


图 5 GmEXPBS 和 GmEXPB' 在 盐 、 干 旱 和 低温 胁迫 处 理 下 的 表达 量 
Fig. 5 Expression of GmEXPBS and GmEXPB7 under salt, drought and cold stresses 
2.4 Gn EXPBS 和 GmEXPB7 启动 子 顺 式 作用 元 件 预测 分 析 
对 GmEXPBS 和 GmEXPB7 基因 起 始 密码 子 ATG 上 游 2 000 bp 的 启动 子 序 列 中 潜在 的 


逆境 相关 顺 式 作 用 元 件 进行 预测 分 析 。 结 果 如 表 3 所 示 ，GmEXPB5 的 启动 子 


与 逆境 有 关 的 顺 式 作 


(ARE) ; GmEXPB7 的 启动 子 区 域 含 


1 个 防御 和 胁迫 响应 元 件 〈TC-rich repeats ) 
(MBS) 。 


43 GmEXPBS 和 GmEXPB7 启动 子 顺 式 作 用 元 件 预测 


J 5 种 与 逆境 
酸 响应 元 件 CABREO .3 个 厌 氧 诱导 元 件 (ARE) 、] 个 


9 关 的 顺 式 作 上 月 


ARI A 


Ed 


AMA Do 


以 及 1 个 干旱 


区 域 含有 两 


元 件 ， 分 别 是 2 个 脱落 酸 响应 元 件 CABREO 和 3 个 大 氧 诱导 元 件 
元件 ， 分 别 是 4 个 脱落 
FCCGTCA-motif)、 
诱导 的 MYB 转录 因子 结合 位 点 


Table 3 Prediction of cis-elements in GmEXPBS and GmEXPB7 promoters 


顺 式 元 件 序列 预测 功能 
Cis-element Sequence Predicted function 
脱落 酸 响应 元 件 
ABRE ACGTG 
ABA responsive element 
厌 氧 诱导 元 件 
ARE AAACCA 
Anaerobic induction element 
茉莉 酸 甲 酯 响应 元 件 
CGTCA-motif CGTCA 
MeJA responsive element 
干旱 诱导 的 MYB 结合 位 点 
MBS CAACTG MYB binding site involved in 
drought-inducibility 
防御 和 胁迫 啊 应 元 件 
TC-rich repeats GTTTTCTTAC 


Defense and stress responsive element 


GmEXPB5: 
GmEXPB7: 
GmEXPB5: 
GmEXPB': 
GmEXPB5: 
GmEXPB7: 
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GmEXPB5: 
GmEXPB7: 


GmEXPB5: 
GmEXPB7: 


3 讨论 与 结论 


细胞 壁 是 植物 响应 和 防御 外 界 环境 胁迫 的 首 道 屏障 , 


应 外 界 环境 胁迫 的 重要 机 制 之 一 。EXP 作为 一 种 


在 不 改变 
胞 的 生长 包 
御 外 界 不 利 


GmEXPB5 和 GmEXPB7 和 蛋白 序列 N 端 均 预测 到 信和 号 肽 序列 ， 同 样 
显示 它们 定位 在 细胞 壁 中 ， 这 与 大 多 数 


& (Choi et al., 2008) 。 


究 中 应 选择 合适 的 表达 系统 进行 实验 验证 。 
蛋白 和 GmEXPB7 和 蛋白 的 亲缘 关系 并 不 近 ， 但 与 它们 各 自 亲 缘 关 系 较 近 的 EXPB Æ 


目 豆 科 植 物 。 


前 人 研究 发 现 ， 部 分 EXP 基 
OsEXPBS 和 大 麦 HvEXPB1 在 根 毛 中 特异 性 表达 (Won etal., 2010) ; 
表达 偏好 性 , 在 根 中 的 表达 
达 ， 可 能 参与 类 


E 


组 织 器 官 
而 烟 


但 本 


胞 壁 共 价 结构 的 同时 打 断 多 糖 间 交 联 
MHK (Feng etal., 2019) 。 因 此 ，EXP 可 以 通 
环境 条 件 (Lü et al., 2013; Li etal., 2015) 。 前 
(Zhu et al., 2014) , AF 


试验 中 的 可 


mm 
Li 


5 细胞 定 


蛋白 能 够 以 非 水 解 的 方式 作用 了 


胞 壁 结构 和 组 成 的 改变 是 植物 适 
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胞 壁 ， 


SABE, Mit nA 


胞 壁 的 柔韧 性 ， 


促进 细 


过 重 塑 细胞 壁 的 结构 来 协助 植物 抵 


人 发 现 


大 豆 


存在 9 个 EXPB 基因 


究 对 其 中 的 GmEXPB5 和 GmEXPB7 进行 了 生物 信息 学 分 析 。 在 


ANS 


IJ, 


Ux 


胞 定位 预测 结果 


ES 
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于 


报到 的 EXPB A 
位 结果 仅 为 软件 


也 存在 差异 表达 且 具 
草 NtabEXPA12 则 主要 在 叶片 中 


2021) 。 在 本 研究 


， 尽 管 GmEXPBS 和 
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白 系统 进化 分 析 


因 在 植物 


的 表达 有 具有 
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AR 
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ry 4 


XE AY 2 


预测 ， 


ita 


E 


和 蛋白 这 一 结论 相 吻 
在 后 续 的 基因 功能 研 


结果 


E 7] 


昌 织 特异 性 ， 例 如 水 稻 


普遍 较 高 


叶 生长 发 育 的 


v AE GmEXPB 
仍 来 


小 麦 EXP 基因 在 不 同 
CHan et al., 2019 ); 
His 〈 丁 安 明 等 ， 


GmEXPB7 的 表达 不 具有 组 织 特异 性 ， 但 它们 在 根 


和 叶 中 的 表达 量 仍 显著 高 于 茎 中 的 表达 量 


, 


及 茎 叶 均 能 够 发 挥 转录 调控 作 


Jo 


GmEXPBS5 和 GmEXPB7 可 以 参与 大 豆 幼苗 对 非 生物 胁 迫 的 应 答 ， 
干旱 和 低温 胁迫 的 响应 不 同 。 总 体 来 说 ， 盐 和 干旱 胁迫 可 以 诱导 GmEXPBS 和 GmEXPBT 的 


表达 ， 但 低温 胁迫 则 # 
TaEXPB12-A/B/D 基因 


在 低温 胁迫 


温 胁迫 所 造成 的 伤害 , 而 干旱 胁迫 
根 毛 生长 的 缘故 。Han (2019) 推测 ， 小 麦 EXP 基因 


持 细胞 内 Na+ 和 Ki’ 平衡 中 起 


a 


盐 和 抗旱 基因 


工程 


育种 中 存在 潜在 的 应 月 


日 价值 Han 等 (2019) 


E 


AB 


报 


EJI] GmEXPBS 和 GmEXPB7 在 大 豆 的 根 、 叶 以 


但 它们 的 转录 对 盐 、 


lil f GmEXPBS 和 GmEXPB7 的 表达 。 汉 珊 珊 等 〈2020) 推测 ， 

下 表达 量 的 下 降 可 能 是 为 了 减少 根 的 表面 积 ， 从 而 减少 低 
下 基因 表达 量 的 升 高 可 能 是 植物 为 了 增强 吸水 能 力 而 促进 
在 盐 胁迫 下 的 上 调 表 达 还 可 能 在 维 
EE 要 作用 。 由 此 可 以 预见 GmEXPBS 和 GmEXPB7 可 能 在 大 豆 抗 


， 不 同 EXP 基 


ALY 


家 


族 之 间 存 在 较 大 的 结构 差异 , 但 同一 亚 家 族 内 EXP 基因 具有 较 高 的 保守 性 ， 结 构 比 较 相 似 。 
尽管 本 研究 中 GmEXPBS 蛋白 和 GmEXPB7 和 蛋白 的 亲缘 关系 较 远 ， 但 它们 的 组 织 表 达 模 式 
和 非 生 物 胁迫 表达 模式 总 体 来 说 仍 比 较 类 似 , 由 此 推测 它们 在 功能 上 可 能 也 存在 着 一 定 的 相 
似 性 。 当 然 ， 同 一 基因 在 植物 不 同 组 织 中 执行 的 功能 也 并 不 完全 相同 ， 其 转录 水 平 的 差异 也 
并 不 一 定 代表 其 发 挥 作用 的 大 小 (Feng et al., 2022) 。 

基因 的 表达 调控 与 基因 启动 子 中 的 顺 式 作用 元 件 密切 相关 (Lu et al., 2018) o GmEXPBS 
和 GmEXPB7 的 基因 表达 均 受 非 生物 胁迫 的 调控 , 于 是 我 们 对 它们 启动 子 中 逆境 相关 的 顺 式 
作用 元 件 进行 预测 分 析 。 所 得 结果 与 预期 相符 ，GmEXPB5 和 GmEXPB7 的 启动 子 区 域 均 含 
有 多 个 激素 和 逆境 响应 相关 的 顺 式 作用 元 件 。 脱 落 酸 和 秒 莉 酸 等 植物 激素 及 其 信号 转 导 途径 
在 环境 胁迫 过 程 中 均 起 重要 作用 ( 杨 瑞 瑞 等 ，2022) . GmEXPBS 和 GmEXPB7 启动 子 中 脱 
落 酸 和 茉莉 酸 甲 酯 响应 元 件 的 存在 表明 它们 可 能 通过 响应 一 种 或 多 种 激素 参与 大 豆 对 逆境 
胁迫 的 应 答 。 盐 和 干旱 胁迫 能 够 显著 诱导 小 麦 部 分 EXP 基因 的 表达 也 与 它们 启动 子 区 含有 
数量 不 等 的 逆境 相关 顺 式 元 件 有 关 〈Han etal., 2019)〉。 预 测 分 析 结 果 显 示 ，GmEXPB7 启动 
子 中 逆境 响应 元 件 的 种 类 及 数量 均 大 于 GmEXPBS 启动 子 , 推测 这 也 是 导致 GmEXPBT 对 盐 
和 和 王 旱 胁迫 的 响应 程度 强 于 GmEXPBS 响应 程度 的 原因 。 

综 上 所 述 ，GmEXPB5 和 GmEXPB7 均 能 参与 大 豆 对 非 生物 胁迫 的 应 答 ， 此 研究 为 
GmEXPBS 和 GmEXPB7 基因 的 后 续 功 能 研究 提供 了 理论 依据 。 此 外 ,大豆 EXP 基因 家 族 成 
员 众 多 ， 后 续 也 有 必要 对 其 他 基因 的 功能 进行 深入 的 挖掘 和 研究 。 
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